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て 検 討 し た 。 次 に 炭 素 線 照 射 に よ る 遊 走 距 離 の 変 化 を 観 察 す る た め に
wound-healing-assayを行った。炭素線(２Gyまたは８Gy)を照射した細胞群では、非照射
の細胞群と比較して、照射後48時間の遊走距離が有意に長く、さらに高線量を照射した
細胞群では遊走距離が長くなっており、炭素線が遊走能を増強することが示唆された。
また、細胞骨格への影響を観察するため、Fアクチン染色を施行すると、炭素線非照射群
と比較して炭素線(２Gyまたは８Gy)を照射した細胞群では細胞遊走時に見られる細胞骨
格変化の一つである突起形成の出現率が有意に高く、この結果から細胞形態学的にも炭
素線照射が遊走能を亢進させることが示唆された。 
 
  次にA549における炭素線照射後の細胞遊走能の増大に対するRhoシグナル伝達経路の
関与をウェスタンブロットにより調べた。ウェスタンブロットでは炭素線照射後におけ
るミオシン軽鎖(MLC2)とリン酸化したミオシン軽鎖(P-MLC2-S19)について観察した。
MLC2の総量は炭素線照射の有無によって変化しなかったが、P-MLC2-S19は、炭素線８
Gy照射群で、非照射群と比較して発現が増加することが確認された。このリン酸化MLC2
は照射後24時間まで時間依存性に増加した。 
 これらの結果は、Rhoシグナル伝達経路の活性化が、 炭素線照射を受けたA549におけ
る細胞遊走能の増加に寄与する可能性を示している。そこで我々は、ROCKの特異的阻
害剤であるY-27632を使用して、ROCKの阻害が炭素線照射による細胞遊走能の増加を抑
制するかどうか調べた。まず、WST-1アッセイを用いてA549に対するY-27632の非毒性濃
度を求めた。WST-1アッセイでは、薬剤投与後48時間においてY-27632の濃度が0.01〜100 
μMの範囲では、暴露された細胞の生存率に有意な影響がないことを確認した。これら
の結果から、ROCKの阻害試験にY-27632を細胞生存率に影響を及ぼさない濃度である30
μMで用いた。 
 Y-27632添加培地でのA549細胞への炭素線照射実験におけるウェスタンブロット分析
では、P-MLC2-S19の発現が照射の有無にかかわらず全サンプルにおいて減少した。この
際、Y-27632は炭素線８Gyの照射により亢進したP-MLC2-S19の発現レベルを非照射群と
同様のレベルにまで減少させた。さらに、wound-healing-assayでは炭素線照射(２Gyまた
は８Gy)で亢進した遊走距離をY-27632が有意に減少させた。 
 以上の結果より、炭素線照射はRhoシグナル経路のROCKを介してA549における細胞遊
走能を増大させ、そのROCKを阻害することで、遊走能の増大を抑制する可能性が示唆
された。 
 
